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© Verfartren zum Herstellen elnes lmplantates aus Zallkulturan 

@ Bel dam vorgeechlagenan Verfahren zum Haretellen elnea 
Implantatea am Zallkulturan wW die drekJImenaionale Tra- 
geratruktur, an dla Zallan angalagart alnd, zunichat umm an- 
ts It und anaohllaBand mit alnar Kihd&iung perfundiart uber 
dla dla Zallan arnihrt ward an. Mit dar Erftndung wird 
vorgeechlagen, in diaTrigaratniktur resorbbmare Mikrokdr- 
par, z. B. porftae Mikrokugeln {4) elnzubettan, dla bai dar 
Resorption dla GewebebHdung baainfluaaanda Faktoran, z, 
8. antzundungahammanda AnttolotJka fralgeben. Dla AuabH- 
dung dar Intarzelful&ren Matrix kann auch dadurch verbea- 
aart warden, daft dla Zallan mit alnar Suspension in die 
Trigaratruktur aingabracht warden, die aua extrazeliularen 
Matriftkomponenten bzw. ana log en MatarfaJien baataht 
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Beschreibung insbesondere die Gewebebildung durch zus&tzliche 

MaQnahmen zu begfinstigen. 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Mit der Erfindung wird hiemi vorgeschlagen, in die 

Herstellen eines Implantates aus Zellkulturen, insbeson- Trfigerstruktur resorbierbare Mikrokorper einzubetten, 
dere Knorpelzellen, wie dieses im Hauptpatent ... (Pa- 5 in denen die Cewebebikiung beeinfluasende Fakioren 

tentanmeldung P 43 06 661.5) bescfarieben ist Bei die- aufgenommen sind die ihrerseits bet der allmlhlichen 

sem Verfahren werden die Zellen auf eine im implan- Resorption der MikrokCrper freigegeben werden. Als 

tierten Zusund resorbierbare Trfigerstruktur aufge- Mikrokdrper kfinnen z, & por6sc Mikrokugein mit ei- 

bracht, wobei als Trfigerstruktur eine dreidimensionale, nem Durchmesser zwischen etwa 10 und 200 Mikrome- 
im wesentlichen formstabile und entsprechend der ge- 10 tern, vorzugsweise zwischen 20 und 50 Mikrometern, 

wunschten Form des Implantates vorgeformte Trfiger- aus einem resorbierbaren Material, z. B. aus Polylactid 

struktur mit einer zusammenhfingenden inneren Ober- verwendet werden, in die die gewOnsch ten Faktoren zur 

fl&che und einera geringen Volumen verwendet wird In Gewebedifferenzierung oder zur Entzfindungshem- 

den inneren Hohlraum dieser Trfigerstruktur werden mung eingebunden sind. Derartige Faktoren kfinnen 

die Zellen eingebracht, wonach anschiieBend die die 15 z. R Peptid-Faktoren, z. Bl entzQndungshemmende Cy- 

Zellen aufnehmende Trfigerstruktur mit einem Material clopeptid- Antibiotika, wie Cyclosporin A, oder geeigne- 

ummantelt wird, durch die eine Nfihrl6sung in das Inne- te rekombinante gewebsmorphogene Proteine sein, die 

re der Trfigerstruktur hindurchstrotnen, vorzugsweise im Transplantat langsarn, d h. Ober raehrere Monate 

hindurchdifhindieren, kann. Das gesamte Gebilde der hinweg, freigesetzt werden. Wenn die Mikrok6rper, 

ummantelten Trfigerstruktur mit den aufgenommenen 20 z. B. die erwfihnten porosen Mikrokugein, in ihrer Grd- 

Zellen wird anschiieBend mit einer Nfihrldsung zumin- Be den Zellen fihneln, kftnnen diese beim Kuituransatz 

dest solange perfundiert, d h. durchstrdmt, bis sich zu- der Zellsuspension beigemischt werden und so in glei- 

mindest teilweise eine die Zellen aneinanderbindende cher Weise wie die Zellen im Polymervlies verteilt wer- 

interzelluifire Matrix ausgebildet hat AnschiieBend den. Die Degradation der MikrokGrper muB bei der 

wird die Tragerstruktur implantiert, die aHmfthlich im 2s Herstellung so eingestellt werden, daB sich die Freiset- 

KOrper resorbiert wird wobei sich gleichzeitig die Zel- zung der Faktoren fiber die gewunschte Zeit, z. B. meh- 

lenmatrix weiterbildet rere Monate, erstreckt 

Das Material fflr die Ummantelung der Trfigerstruk- Wie oben erwfihnt, ist es vorteilhaft, neben der resor- 
tur wird hierbei so gewfihlt, daB die fur den Aufbau der bierbaren Trfigerstruktur, insbesondere aus einem Poly- 
interzeilul&ren Matrix notwendigen ZeQenprodukte, 30 mervlies, auch noch ein Fremdmaterial, z. B. Agarose, 
insbesondere Kollagene und Proteogiykane im Inneren einzusetzen. Anstelle der Agarose kftnnen auch andere 
der Trfigerstruktur zuruckgehalten werden und aus dem Materialien verwendet werden, die eine semipermeable 
ZeUverband nicht ausgeschwemmt werden. Als Materi- Membran um die Trfigerstruktur mit den oben erwahn- 
al fur diese Umhttllung ist z. EL Agarose geeignet Auch ten gfinstigen Exgenschaften aufweisen. Besonders vor- 
andere Materialien kOnnen in Betracht gezogen wer- 35 teilhaft sind hierbei Hydrogele aus extrazellul&ren Ma- 
den, sofern sie die ge wunschten Eigenschaften nach Art trixkomponenten zu verwcnden, vorzugsweise etwa ein 
einer semipermeablen Membran aufweisen, Copolymer aus Chondroitinsulfat, Z.B. Chondroitin- 

Als Trfigerstruktur wird vorzugsweise ein dreidimen- 4-sulfat und Kollagen, z. B. Kollagen Typ II, und/oder 

sionales Vlies aus Polymerfasern verwendet, wobei die Hyaluronsaure. Chondroitinsulfate und Hyalurons&ure 

Fasern selbstverstftndlich noch vorbereitct werden kSn- 40 sind die Hauptbestandteile der Binde- und StQtzgewe- 

nen, um die Adhfision von Zellen zu begfinstigen. besubstanz und auch im Knorpelgewebe, dort allerdings 

Ferner ist es vorteilhaft, die Zellen in einer Suspen- mit einem spezielien Protein verknfipft, vorhanden. Die- 

sion mit der Nfihrlosung in die Trfigerstruktur einzu- se knorpeltypischen Matrixkomponenten konnen eine 

bringen, wobei zusfitzlich die Suspension mit einem Redifferenzierung der Zellen beschleunigen und stellen 

Fremdmaterial, wiederum etwa Agarose versetzt wird 45 geeignete Bausteine fur die Neubildung der extrazellu- 

Dieses Fremdmaterial erhftht zum einen die Viskosit&t ifiren Matrix zur Verfflgung. Es ist auch denkbar, derar- 

der Suspension, dient jedoch zum anderen auch dazu, tige Komponenten synthetisch herzustellen. Weitere 

intensiv vermehrte Knorpelzellen, die sich in ihrer Form Fremdmaterialien for die Trfigerstruktur sind z, E. Gly- 

verfindert haben und mehr Fibroplasten fihneln, wieder- kosaminoglykane bzw. Kollagen-GAG-Copolymere, in 

um zu Knorpelzellen zu redifferenzieren. FBr eine sol- 50 die die Zellen suspendiert sind Neben dem erwfihnten 

che "ROckbildung" ben&tigen die Zellen ein umgebendes Chondroitinsulfat und dem Kollagen ist auch ein Kerat- 

Medium, z. B. die erwfihme Agarose. ansulfat denkbar. Statt der natQrtichen Kollagene oder 

Bei dem beschriebenen Verfahren kdnnen zwei Pha- Proteoglykane kdnnen auch synthetische Polypeptide, 

sen der Implantatentwicklung unterschieden werden. z. B. Polylysin oder Polysaccharide verwendet werden. 

Als erste Phase kann man die Vorformung bzw. Kondi- $5 Hierbei ist es sogar denkbar, die Trftgerstruktur fort 

tionierung des Gewebes in vitro betrachten. Die zweite zulassen, wenn es gelingt, nach dem Herstellen der Zell- 

Phase hingegen umfaBt die Reif ung und Einheflung des suspension die extrazellulfiren Matrixkomponenten in 

Gewebes in vivo, d h. nach der Implantation. Wie im geeigneter Weise zu vernetzen, z. B. durch Bestrahlung 

Hauptpatent erwfihnt, besteht wfihrend der ersten Pha- mit UV-Licht An diese vernetzte Struktur kdnnen sich 

se prinzipiell die Mdglichlceit, die Gewebeentwicklung 60 dann die Zellen anlagern. 

zu steuern, indem vorzugsweise fiber das Perfusionssy- Die Erfindung ist in Ausffihrungsbeispielen anhand 

stem bestimmte Bedingungen und Faktoren, wie Z.B. der Zeichnung nfiher eriluterL In dieser stellen dar 

Zugabe von Serum oder gewebsmorphogener Proteine, Fig. 1 einen Ausschnitt aus einer Trfigerstruktur mit 

vorgegeben werden. Nach der Transplantation in vivo daran angelagerten Zellen sowie Mikrokugein, die in 

besteht jedoch derzeit keine Mftglichkeit mehr, die Ge- w Molekalen einer extrazellulfiren Matrix suspendiert 

webebildung zu beeinflussen. sind; 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, das in dem Fig. 2 eine schematische Schnittzeichnung der vcr- 

Hauptpatent angegebene Verfahren zu verbessern und wendeten Mikrokugein. 
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Eine in Fig. 1 nur im Ausschniu gezeigte dreidimen- 
sionale Tragerstruktur aus Polymcrftscrn 1 wird mit 
einer Suspension 2 getrankt, in der Zcllen 3* in diescm 
Fall Knorpelzellea und portse Mikrokugcln 4, die ctwa 
die gleiche GroBe wie die Zellen haben, suspendiert 5 
sind Die Suspension 2 besteht entweder aus Agarose 
und/oder einem der oben genannten Fremdmaterialien, 
d. h. r & extrazellul&ren Matrixkomponenten, die Bau- 
steine f Or die Bildung der extrazelluliren Matrix lief em. 

Die nach der Implantation des Implantates resorbier- to 
baren Mikrokugeln 4 weisen, wie schema tisch in Fig. 2 
dargestellt ist, kleine Hohlrfiume 5 auf. in die die Gewe- 
bebildung beeinflussende Faktoren. z. B. entzundungs- 
hemmende Faktoren wie Antibiotika etc eingebunden 
sind. Bei der allm&hlichen Resorption der Mikrokugeln 15 
werden dann diese Faktoren verz6gert freigegebea 

Die gesamte Tragerstruktur wird noch mit einer HOl- 
le. r B. der erwahnten Agarose ummantelt, wonach an- 
schlieBend, wie im Hauptpatent beschrieben, die derart 
vorbereitete Tragerstruktur in eine Perfusionsappara- 20 
tur eingesetzt und mit Nfihrldsung durchstromt wird. 
Anstatt die Tragerstruktur mit Agarose oder einem an- 
deren Hydrogel zu ummanteln, ist es aucb moglich, die 
Tragerstruktur mit Polyelektrolytkomplexen zu verkap- 
seln, die ebcnf alls bei geeigneter Zusammensetzung die 25 
Eigenschaften einer semipermeablen Membran aufwei- 
sen, d. h. fflr den hier gewunschten Zweck die Diffusion 
mit Nlhrlosung ermoglichen, jedocb das Ausschwem- 
men von extrazellul&ren Komponenten aus dem Inne- 
ren der Tragerstruktur verhindern. Ein solcher Poly- 30 
elektrolytkomplex aus Polyanionen und Polykationen 
kann z. E aus Protoglykanen und Polylysin aufgebaut 
werden. Dieser Polyelektrolytkomplex umschlieBt die 
vorbereitete Tragerstruktur praktisch vollstfindig mit 
einem semipermeablen Hautchen. 35 

PatentansprQche 

1. Verfahren zum Herstellen eines Implantates aus 
Zellkulturen, insbesondere Knorpelzeflen, wobei 40 
die Zellen auf eine resorbierbare drcidimensionale, 
im wesentlichen formstabile und entsprechend der 
gewunschten Form des Implantats vorgeformte 
Tragerstruktur mit einer zusamraenhflngenden in- 
neren Oberfiache und einem geringen Volumen 45 
auf gebracht werden, 

in den inneren Hohlraum der Tragerstruktur die 
Zellen eingebracht werden, 
die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit ei- 
nem Material ummantelt wird, durch das die Nahr- 50 
16s ling hindurchdiff undieren kann und 
die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit ei- 
ner Nahii5sung zumindest solange perfundiert 
wird, bis sich zumindest teilweise eine die Zellen 
aneinanderbindende interzeflulare Matrix ausgebil- 55 
dethat, 

dadurch gekennzeichnet, daB in die Tragerstruk- 
tur (1) resorbierbare MikrokOrper (4) eingebracht 
werden, in denen die Gewebebildung beeinflussen- 
de Faktoren aufgenommen sind, die ihrerseits bei eo 
der allmahlichen Resorption der MikrokOrper frei- 
gegeben werden. 

1 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Mikrok6rper por6se Mikrokugeln 
verwendet werden. 65 
3> Verfahren nach Anspruch I oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB gekennzeichnet, daB die Mikro- 
lcdrper einen Durchmesser aufweisen, der etwa 



demjenigen der Zellen entspricht und etwa zwi- 
schen 10 und 200 Mikrometern, vorzugsweise zwi- 
schen 20 und 50 Mikrometern, liegL 
4. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Material 
fur die Mikrokfirper resorbierbare Polymere, vor- 
zugsweise Polylactide, verwendet werden. 
5> Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sp niche, dadurch gekennzeichnet, daB als die Ge- 
webebildung beeinflussende Faktoren entzQn- 
dungshemmende Faktoren, insbesondere Antibio- 
tika verwendet werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5> dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Antibiotika Cyclopeptid-Antibio- 
tika, wie Cyclosporin A verwendet wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB als die Ge- 
webebildung beeinflussende Faktoren rekombi- 
nante gewebsmorphogene Proteine verwendet 
werden. 

8. Verfahren insbesondere nach einem der vorher- 
gehenden Anspruch e, dadurch gekennzeichnet, daB 
in die Tragerstruktur (1) ein die Redifferenzierung 
von intenav vermehrten Zellen beeinflussendes 
Fremdmaterial eingegeben wird, insbesondere ein 
Hydrogel aus extrazeUuI&ren Matrixkomponenten. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Fremdmaterial ein Copolymer aus 
Chondroitin-4-sulfat und Kollagen Typ II und/oder 
Hyaluronsfiure verwendet wird 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als Fremdmaterial Kollagene, Proteo- 
glykane, synmeusche Polypeptide oder Polysac- 
charide verwendet werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Fremdmaterial extrazeilularen 
Matrixkomponenten analoge Materialien verwen- 
det werden, die gegebenenfalls durch eine spezielle 
Behandlung, z. B. UV-Bestrahlung vernetzen. 

12. Verfahren insbesondere nach einem der vorher- 
gehenden Ansprflche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Tragerstruktur mit Polyelektrolytkomplexen 
ummantelt wird. 
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Prepn. of an implant from cell (esp. cartilage cell) cultures comprises: (1 ) applying the cells to a resorbable, 
3-dimensional, shape-stable carrier structure conforming to the shape of the required implant, the carrier having 
an associated internal surface and small vol.; (2) inserting the cells into the inner cavities of the carrier; (3) 
coating the cell-loaded carrier with a material that allows diffusion of nutrient soln. through, and (4) perfusing the 
nutrient soln. for long enough to cause formation of an intercellular matrix that binds the cells together. The new 
feature is that resorbable microparticles (MP) are included in the carrier, and MP are loaded with a factor (A) 
that modifies tissue formation. (A) is released as the MP are gradually resorbed. 
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